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© Vorrichtungen mit integrierten Elektroden aus elektrisch leitfahigen Kunststoffen 

(57) Gegenstand der vortiegenden Erfindungen sind Vor- 
richtungen, die einen Reaktionsraum mit elektrisch iso- 
lierten Elektroden aus elektrisch leitfahigen Kunststoffen 
enthalten. Solche Vorrichtungen finden im Bereich der 
biochemischen Analytik auf verschiedensten Gebieten 
Anwendung, bevorzugt jedoch bei der Nukleinsaureana- 
lytik. In erfindungsgemafcen Vorrichtungen und Verfahren 
konnen z. B. Nukleinsaureisolierungen mittels Etektroelu- 
tion, Amplifikation mittels PGR und Detektion mittels Elek- 
trochemilumineszenz durchgefuhrt werden, Weiterhin 
werden Vorrichtungen mit Elektroden beschrieben, die 
mit Polymeren beschichtet sind. 
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Beschrcibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Vorrichtungcn, die einen Reaktionsraum mil clektrisch isolierien Elek- 
troden aus clektrisch leitfahigen Kunststoffen enthalten. Solchc Vorrichtungcn linden im Bercich der biochemischen 
5 Analvtik auf verschiedensten Gebieten Anwendung, bevorzugt jedoch bei der Nukleinsaureanalytik. 

Bin breitcs Feld fiir den Einsatzes von Elektroden sind Elekirophoreseapparaturen. Fur diese werden als Stand der 
Technik Elektroden bevorzugt aus Platin vcrwendet. Platin besitzt cine entsprcchend hohe Resistenz gegen Redoxpro- 
zesse und stellt als inertcs Elcktrodcnmaterial eine dauerhafte Losung dar. Ein Nachteil sind dabei die entsprcchend ho- 
hen Kosten des Materials, z. B. bei Applikationen mil beschichteten Elektroden. bei der die Elektrode nur cinmalig ver- 
10 wendet werden kann. Dabei ist zu berucksichtigen, daB die Beschichtung von Platinoberflaehen tcchnisch aufwendig ist. 
Elektroden aus KunststotTen wie z. B. aus Syntheiic-Carbon (BIO Forum Forschung und Entwicklung GIT-Verlag 19. 
Jahrgang Vol 12; 1996 S. 584) sind ebenfalls stand der Technik. Solchc Vorrichtungcn sind jedoch audi nieht zum Ein- 
malgebrauch geeignct. da sic nicht wirtschaiilich, z. B. liber cinen Sprit zguBprozeB hergestellt werden konnen. Eine 
Ubersicht uber gclelektrophoreiische Mcthodcn ist beschricben in "Electrophoresis Theorie, Technics; and Biochemical 
$ 15 and Clinical Applikaiions". Editor: A.T Andrews, ISBN 0-19-854633-5. Clarendon Press, Oxford, 1986. Tn dieser Ar- 

| beit sowic in einer Arbeit von Southern (GB 8810400. 1988) werden neben den normalen gelelcktrophoretischcn Metho- 

cicn audi sog. Plottingtcchnikcn beschricben. die enispreehende Plattcnelektrodcn bendtigen. Ilierbei muB aus Kostcn- 
grunden auf die Vcrwcndung von Platinelcktroden ganziich verzichtei werden. In der Rcgel kann hicr audi V2A-Stahl 
zur Vcrwcndung gclangcn. 

20 In der Patcntschritt WO 95/1 2808 und US 5 605 662 wird ein System zur Ilybridisierung von Nukleinsauren beschrie- 
: ; ben. das ebenfalls eine spezicllc Anordnung von Elektrot' verwendct. Schwerpunkt dieser Anmeldung isi ein Device - 

gefertigt im MikromaBstab - in deni Nukleinsaurehybridisierungen durchgefuhrt werden konnen. Dabei wird cine spe- 
zielle Stringenzkontrolle durch entsprechende elektronische Interaktioncn mit Mikroelcktrodcn erzeugt. Die Obertla- 
;: chen dieser Mikroelcktrodcn bestchen aus eincm Material, das cinen freicn Transport von Gegenionen enndglicht. Ein- 

25 gesetzt wird dieses Device urn Nukleinsauren zu kon.*/:ntrieren und entsprechende Hybridisierungen durchzufuhren. 
Durch entsprechende Umpolungen an der Elektrode kann ein Entfernen von schlecht hybridisierenden Nukleinsauretei- 
len erfolgen. Herzstuck dieser Erfindung ist die entsprechende Beschichtung einer Elektrode mil Oligonukleotid v Dabei 
kann die Elektrode durch Mikrolithografietechniken hergestellt werden. 

Folgende Materialien fiir die Elektroden werden genannt: Aluminium, Gold, Silber, Zinn, Kupfer, Platin, Palladium. 
30 Kohlenstoff, Halbleitemiaterialien und Kombinationcn davon. Die Herstellung dieser Elektroden oder das Aufbringen 
der Elektroden auf gewisse Substrate, gemiiB der WO 95/1 2807 bzw. US 5 605 662, erfolgt in der Regel durch Vakuum- 
M vcrdampfung bzw. Aufdampfprozesse. Durch entsprechende Nachbehandlung ist eine Beschichtung mit biologisch akti- 

ven Komponenten wie z. B. Nukleinsauren auf der Elektrodenoberflache moglich. 
Ein weiteres Verfahren, das den Einsatz von Elektroden benotigt, ist beschrieben in WO 96/15440. Dieses sog. Elek- 
35 trochemilumineszenzverfahren lost ein Lumineszenzsignal aus durch Anregung von Molekiilen an der Oberflache einer 
Elektrode. Mittels Magnetfelder werden z. B. Magnetpartikel, die geeignete Lumineszenzlabel tragen, an die Elektro- 
denoberflache transportiert. Die spezielle Ausfuhrungsform in der oben erwahnten Schrift ist eine wiederverwendbare 
DurchfluKzelle. Sie besteht aus einer Elektrode vorzugsweise aus Gold. Als Gegenelektrode wird eine entsprechende Re- 
ferenzelektrode benulzt. Die Gegenelektrode besteht in der Regel aus einem Silber-Silberchloridsystem. All diese Ver- 
40 fahren haben den Nachteil, daB sie als Elektrodenmaterial teurc Edelmetalle benutzen und dadurch z. B, fiir eine Vorrich- 
tung zum einmaligen Gebrauch nicht geeignet sind. 

WO 97/02487 beschreibt eine tcststreifenarrige planare Vorrichtung zur Messung von Elektrochemilumineszenz. 
In "Methods in Enzymology 65" (1980) Seite 371-380 wird ein Verfahren zur Elektroelution beschrieben. Zum Ein- 
satz kommt dabei cine Apparatur mit Platinelcktroden, entsprechende Vorrichtungcn werden nicht beschrieben. 
45 Ein Verfahren zur Beschichtung von Plastikoberflachcn mittels Avidin oder Streptavidin ist beschreiben in 
US 4 656 252, US 4 478 914, Re. 31,712 jedoch nicht fur ieitfahige Kunststoffe und die daraus abzuleitenden Applika- 
tionen. 

In DE 195 20 398 sind magnetische Partikel mit Glasoberflache beschrieben, die sieh fur die Isolierung von Nuklein- 
sauren eignen und die sich in einer erfindungsgemaBen Vorrichtung verarbeiten lasscn. Ein vergleichbares Verfahren mit 

50 porosen Glasoberflachen und kovalenter Bindung ist in US 5 601 979 fur die Nukleinsaurehybridisierung beschrieben. 
WO 97/01646 zeigt ein Verfahren fiir eine elektrochemische Detektion fiir Nukleinsaurehybridisierungen mil Elektro- 
den aus metallischen Substraten, die sich auf einer Oberflache beftnden. Ncben Nukleinsauren konnen nach WO 
92/20702, WO 92/2umj3, EPA 0618 923 und WO 96/27679 auch sogenannte Peptidnukleinsauren (PNA) mit Vorteil, 
gerade fur Hybridisierungen, Verwendung finden. 

55 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nun Vorrichtungen mit einem Reaktionsraum und elektrisch isolierten 
Elektroden aus elektrisch leitfahigen KunststorTen, die sich kostengiinstig herstellen lassen und die zum Einmalgebrauch 
fiir diverse biochemische Applikationen, wie zum Beispiel Beschichtung mit Polymeren oder zur Detektion mittels Elek- 
trochemilumineszenz geeignet sind. Uberraschenderweise wurde auch gefunden, daB eine einfache Beschichtung von 
spritzguBtechnisch hergestcllten Vorrichtungen moglich ist. 

60 Fig. 1 zeigt eine vcreinfachte Vorrichtung mit einem Reaktionsrohrchcn (10) und zwei Elektroden (20a, 20b), die mit- 
tels SpritzguB hergestellt wurden. Das Rcaktionsrohrchen besteht bevorzugt aus verfcrmbarem KunststotY wie Polyethy- 
len, Polypropylen. Polycarbonat, Polystyrol oder ahnlichem und ist somit elektrisch nicht leitend. Der Fomikorper (30) 
ist wie das Rcaktionsrohrchen aus dem gleichen Material und somit auch ein Isolator. Er dient als Abstandshalter fiir die 
Elektroden (20a,b), so daB keinc elektrische Leitfahigkeit zwischen den Elektroden entsteht, falls der Reaktionskorpcr 

65 kcinc Ieitfahige Flussigkeit enthalt. Der Fonnkorper (30) ist zylindrisch und innen hohl, so daB das Rcaktionsrohrchen 
mit der Reaktionslosung z. B. fiir die Elektrochemilumineszenz beschiekt werden kann. Die Elektroden sind ebenfalls 
aus dicsem Material hergestellt, beinhalten jedoch zusatzlich elektrisch leitende ZuschlagsstotTe. die furpartielle Berei- 
chc der Vorrichtung eine Leitfahigkeit ergeben. Als ZuschlagsstotTe eignen sich bevorzugt Graphit, aber auch anderc mc- 
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lallische und elcklrisch leitfahige Partikcl odcr anderc leitfahige Suhsian/.cn wic Eiscn. Silbor. Gold, Platin. Die Elektro- 
den oder leitfahigen Bereiehe haben lypischerwcisc einen Widerstand von kleiner 100 Mcgaohm, bevorzugt jedoch klei- 
ner 1 Megaohm. Der Widerstand kann sich erniedrigen, wenn eine Spannung an gel eg I wird ohne daB Beeintraehtigungen 
fur den ProzeBfuhrung aufireten. Durch An lege n von einer Spannung an die Elektroden konnen biochemische Prozesse 
wie z. B. die Elektrocheniiluniineszcnz ausgelost werden. Eine Lichteniission kann niit geeigneien MeBeinrichtungen als 5 
Signal detcktieri werden. In einer solchcn Vorrichtung konnen auch andere biochemische Prozesse durchgefuhrt werden, 
wobei die hier beschriebene kostengunstige Herstellung sich vor allciu bei Anatyscprozessen anbietct, bei denen, der 
Verunreinigung wegen eine Wiederverwcndung der Vorrichtung ausgeschlossen ist. 

Eine weitcre bevorzugte Anwcndung sind Ilybridisierungen von Nukleinsauren. Hierfur konnen mit Vbrteil Elekiro- 
den eingesetzt werden, die mil biologischen Polynicren iiberzogen sind. Die Beschichtung kann bevorzugt aus mehreren 10 
^ Beschichtungslagen (34. 35. 36) bestehen, wie Fig. 2 zeigt. urn cine ent spree he nd teste Ilaftung an die Oberllache zu cr- 

mog lichen. So kann z. B. Schicht (34) ein biotinylieries Rinderserum Albumin darstellen, Schicht (35) ein Streptavidin 
oder Poly streptavidin und Schicht (36) ein bioiinylicrtes Oligonukleolid. 
;i Die so crzeugte Bindung des Oligonukleotids an die Elektrode (20 ) kann ausgenutzt werden. urn mit Hi He des durch 

f, 20a und 20 b erzeugten elckt rise hen Feldes die Hybridi sic rung zu eric ich tern odcr durch ent spree he nde Elcktrostringenz 15 

: | zu verbessern. Solche Verfahren sind dent Pachmann bekannt und beschreiben z, B. in US 4 478 914; EP 331 127; EP 

344 578 oder US 5 605 662. 

Fig. 3 zcigt cine erfindungsgemaBe Vorrichtung eines ReakiionsgotaBes (10). bevorzugt als SpritzguBteil mit intcgrier- 
ten Hlektroden (20a. 20b), einem Reaktionsraum (70) und einer Offnung (40), Liber der sich z. B. auch ein Photomulti- 
i plicr (50) zur Dctektion der Lumineszenz belindet. An den gegenuberliegenden Seiten sind leitfahige KunstsiotFe in :o 

Form von Hlektroden (20a. 20b) integral i v. jedoch elcklrisch. isolicrt eingeurbeitei. In dieser Austuhrungsform ist z. B. 
auch ein Permanentmagnet (60) so an die Elektroden herangebracht, daB Mag net part ike I. die z. B. zu detekticrende Ru- 
theniummolekule tragen, an die Elektrodenobcrtlachc magnetisch herangezogen werden und, uber einen elektrischen 
Trigger zur Lumineszenz angeregt, mit dem Photomultiplier detektierbar sind. Durch die integrative Bauweise kann die- 
ses SpritzguBteil als Wegwerfteil zum einmaligen Gebrauch ausgefuhrt und kostengunstig hergestellt werden. 25 

Fig. 4 zeigt die erfindungsgemaBe Vorrichtung im Schnitt mit im Formkorper integrierten Elektroden, die durch nicht 
leitende Kunststoffteile elektrisch isoliert sind. ,- v 

Eine solche Vorrichtung ist fur eine Vielzahl von Applikationen einsetzbar. So konnen wie in DE 44 20 732 Beispiel 
la, lb geschildert Magnetpartikel, beschichtet mit Zelloberflachenantigene zur Abtrennung einer speziellen Zellpopula- 
tion in dieser erfindungsgemaBen Ausfiihrungsform eingesetzt werden, Dazu wird uber OtYnung (40) die Reagenzzufuhr, JO 
$ sowie der notwendige WaschprozeB ermoglicht, AnschlieBend werden Reagenzien zur Lyse eingesetzt. bevorzugt nach 

^ dem Verfahren geschildert in EP 389 063, die Nukleinsauren aus Zellen freiselzen. Die Nukleinsauren werden mit Hilfe 

% elektrophoretischer Kraft e - ausgeiibt uber die integrierten Elektroden - von den Magnetpanikeln getrennt. Dazu ist es 

notwendig, daB wie in Fig. 3 und 4 dargestellt die Anode (20b) dem Pennanentmagneten (60) gegenuber angeordnet ist. 
so daB sich die negativ geladenen Nukleinsauren im Raum vor der Anode anreichern, wahrend die Magnetpartikel sich J5 
an der gegenuberliegenden Seite abscheiden. 

Eine vergleichbare Anwcndung ergibt sich unter Verwendung von Magnetpanikeln gemiiB DE 195 20 398 . Die dort 
geschilderte Isolierung von Nukleinsauren laBt sich mit Vorteil in einer erfindungsgemaBen Vorrichtung nach Fig. 3 und 
4 durchfiihren. Nach Lyse mit ehaotropen Satzen und Bindung an die Glasoberflache dieser speziellen Magnetpanikeln, 
laBt sich erfindungsgemaB eine Ablosung von der Oberflache und damit die Elution der Nukleinsauren vornchmen, in- 40 
dem der Pennanentmagnet angelegt wird und gleichzeitig die Elektroden unter Spannung gesetzt werden. 

Dadurch reichern sich die Magnetpartikel an der entgegengesctztcn Seite zur Anode an, wahrend die Nukleinsauren 
im Raum vor der Anode gchalten werden. Dieser ProzeB wird in Anlehnung an "Methods in Enzvmology" (1980) Seite 
371-380 als "Elektroelution" bezeichnet. 

Fig. 5 und 6 zeigen eine Ausfuhrungsform dieser Vorrichtungsan in Form einer Mikrotitrationsplatte. wobei die Elek- 45 
troden der einzelnen Napfe elektrisch leitend mit entsprechenden KunststotFen verbunden sind, so daB an zwei Stellen 
der gesamten Mikrotiterplatte ein AnschluB fur die Spannungsversorgung vorgesehen ist und die elektrischen Zuleitun- 
gen (80) im SpritzguBteil integriert sind. Fig. 5 zeigt die Anordnung von oben. Diese Vorrichtung hat den Vorteil, daB im 
Mikrotiterplattenformat die zuvor geschilderten Applikationen durchgefuhrt werden konnen. 

Fig. 7 und 8 zeigen Vorrichtungen, welche die Elektroelution in einer abgeieiteten Variante und die Elektrochemilu- 50 
mineszenz verbinden. Dies hat den erfindungsgemaBen Vorteil. daB beidc wichtigen Prozesse "Isolierung von Nuklein- 
'4 saure" und "Detektion von Nukleinsaure" in ein und derselben Vorrichtung durchgefuhrt werden konnen. Dies bedeutet, 

daB durch die Minimierung der Transferschntte von Reaktionsfiussigkeiten eine erhebliche Vcnninderung der Koniami- 
nation, d. h. der Eintrag von nicht gewunschter Nukleinsaure aus der Umgebung. die zu falschen Analysenergebnisse 
fuhren kann, ennoglicht wird. 55 
-J Der Fonnkorper (10) entspricht in Fig. 7 demjenigen der Ausfuhrung in Fig. 3; Er hat allerdings mehre Offnungcn (40, 

130. 140) die zum Teil mit Schnappdcckel (90), Schraubdeckcl oder ah n lie hem verse hlossen sind. Zum VerschluB der 
Offnung (40) wird ein Schnappdeckel (90) mit einem optischen Fenster (100) verwendet. Dagegen hat die Offnung (130) 
einen Schnappdeckel (90), der mit einem Septum (110) versehen ist, das mit einer entsprechenden Nadel (120) durchsto- 
chen werden kann. Die Offnung (40) dient bevorzugt zum Beschicken des Reaktionsraumes (70) mit Reagenzien, die 60 
Offnung (130) zur Beschickung des Reaktionsraumes (160) und die Offnung (140) zum Absaugen aus beiden Reaktions- 
raumen (70 und 160). 

Tn der Vorrichtung gemaB Fig. 7 konnen bevorzugt Magnetpartikel zur Isolierung von Nukleinsauren eingesetzt wer- 
den. Die Magnetpartikel konnen durch den Pennanentmagneten (60) an die Elektrode (20a) herangefuhrt werden. An- 
schlieBend laBt sich die Elektroelution anwenden, urn die Nukleinsaure von diesen Magnetpanikeln entsprechend zu ent- 65 
!jW femen. Die Nukleinsaure wandert durch Kanal (150) in Richtung Elektrode (20b). Durch die Nadel (120) kann dann eine 

entsprechende Zufuhr von Reagenzien, z. B. fur die Amplifikation. stattfinden, wahrend uber Kanal (140) wahrschein- 
lieh zu verwerfende Losungen entsprechend abgesaugt werden konnen. Die gesamte Vorrichtung muB zyklisch erhitzt 
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unci abgekuhll werden, um cine Amplifikaiion, z. B. nach dcm Polymerase-Chain-Reaction-Verfahren (US 4 683 195). 
zu errcichcn. 

Dies kann bevorzugt an den Langsseiten der Vorrichtung crfolgen, um einen hohcn Wanneaustausch zuerreichen. An- 
schlicBend kann uberNadel (120) cine zweite Art von Magnetpartikel zugcgcbcn werdcn. die die amplitizierten Nukle- 
5 insauren binden konnen. Daruber hinaus sind entsprechende Puller cinseizbar, urn anschlieBend eine Detektion der am- 
plihzierten Nuklcinsauren, z. B. mittels Elektrochemilumineszenz zu ermoglichen. Dazu wird der Magnet (60) an den 
entsprechenden Reaktionsraum (160) gebracht, wodurch diese Magnetpartikel in Richtung Elektrode (20a) gezogen wer- 
dcn. Dort kann nun ein ent spree he nder elekirischer Trigger uber die integrierten Elektroden gesetzt werden, um die Elek- 
irochcmilutnineszenz auszulosen. 
10 ErfindungsgcmaB liiBt sich eine solche Vorrichtung (Fig. 7) in einem 2-Komponcntcn-SpritzguG-Vcrfahren einfach 
und kostengunstig herstellen und wird in der Regel nur einmalig verwendct. 
'i \ n Fig. 8 ist eine vergleichbarc Variantc besehrieben. Ilier sitzt der Phoiomultiplier untcr cincin optischen Fenster 

( 100). das den Bereich des Reaktionsraumes (160) um die Elektrode (20b) abdeckt. An dieser Elektrode befindet sich ein 
erster beweglicher Dauennagnet (60b). Im Gegensatz zu Fig. 7 befindet sich ein zweitcr Dauennagnet (60a) fur den Rc- 
k 1 5 akticnsrauin (70) an der Elektrode (20a). Die Offnung ( 140), die zu einer Vakuumpumpe fiihrt. dient zum Absaugcn ver- 

il brauelner Reagenzien und als Zufuhr von Waschldsungen. Die Offnung (130) ist, wie zuvor geschildert. mit einem 

Q SchnappdeckeT(90) oder ahnlichem versehen. ebenso die Offnung (40). Mil dieser Vorrichtung kann, wie in zuvor ge- 

schilderter Weise. Nukleinsaurc isoliert werden. Werden geeigncte Magnetpartikel verwendct. so bindet die Nuklein- 
saurc an diese: durch OtTnen des Schnappdeckel (90) an der OlVnung (80) kann ElektroctutionspulYer zugcgcbcn werden. 
:o Nach Anlegen des Permanentmagnets werden die Magnetpartikel zu den Elektroden (20a) gezogen und durch Anlegen 
- von entsprechender Spannung an die Elektroden (20) kann die Nukleinsiiure von einer entsprechenden Part ike lobe rfla- 

che abgelost und in den Reaktionsraum (160) ubertuhrt werden. Statt iiiagnetischen Partikeln konnen auch andere Fest- 
phasen wie Membranen bevorzugt aus Nylon, Nitrozelluiose o. a., vcrschicdenste Papiere oder Vliese vor allem mil 
" Glastaseranteilen. Vliese aus 100% Glastasern oder Materialien mit ionenaustauch-aktiven Oberflachen zum Einsatz ge- 

25 langen. Im Reaktionsraum (160) im Bereich um die Elektrode (20b) kann dann durch entsprechend geeignete MaBnah- 
men eine Amplifikation durchgefuhrt werden. Die entstehenden Amplikons konnen dann durch Zugabe von einer geeig- 
neten zweiten Art von Magnetpartikel durch Oft'nung (130), bei geoffnetem Schnappdeckel (90), gebunden werden. 
Durch Anlegen des Dauermagneten (60) an den Reaktionsraum (160) werden die Magnetpartikel an die Elektrode gezo- 
gen, Durch Offnung (140) kann jeweils ein PutYeraustausch bei geoffnetem Schnappdeckel (90) stattfinden. Zum SchluB 
30 muB ein spezieller Elektrochemilumineszenzpuffer zugegeben werden. um die Elektrochemilumineszenz anschlieBend 
^ durch Anlegen einer Spannung an die Elektroden (20) durchzufiihren. 

Das entsprechend ausgesendete Licht wird durch den Phoiomultiplier (50) detektiert, wie bei Fig. 7 geschildert. Vor- 
: M teil dieser Ausfuhrung ist, daB durch die beiden Dauermagnete eine einfache Reaktionsfuhrung gewahrleistet wird. Au- 

Berdem konnen auch andere Festphasen Verwendung finden, wobei der zweite Dauennagnet am Reaktionsraum (70) ent- 
35 fallen kann. 

Fig. 9 zeigt ein komplettes System zur Durchfuhrung von einer Nukleinsaureanalyse mil Elektroclution, Amplifika- 
tion und Elektrochemilumineszenzdetektion. Es besteht aus einem x,y,z-Arm eines Pipettierroboters (190) (z. B. Fa. TE- 
CAN). einer Spannungsversorgung (180), einer Pumpe (170) zur Entsorgung von zuverwerfenden Losungen, einem oder 
mehreren beweglichen Permanent mag neten (60 bzw. 60a und b), einem Phoiomultiplier (50), einer Aufnahme (200) fur 

40 die crfindungsgemaBen Vorrichtungen, wie z. B. in Fig. 7 oder 8 besehrieben und einer schnellen Heizung bzw. Abkiih- 
lung der Aufnahme (200), wie sie dem Fachmann vor allem von Thermocyclern her bekannt sind (vgl. EPA 0 488 769). 
Alle Geratemodule werdcn uber eine entsprechende computergestutzte Steuerung geschaltet und ennoglichen eine voll- 
standige Nukleinsaureanalyse bestehend aus Nukleinsaureisolierung, -amplifikaiion und -detektion, vollautomatisch ab- 
zuarbeiten. Es konnen Jabei wie in Fig. 7 eine Nadel zum Durchstechen von Septen, oder aber auch Prozesse zum auto- 

45 matischen Offnen und SchlieBen von GefaBen, wie besehrieben in DE44 12 286 und Vorrichtungen analog zu Fig. 8, 
eingesetzt werden. Typische Prozesse sind in den Bcspielen 4a und 4b mit den Netzplanen in Fig. 1 1 und 12 dargestellt. 

Fig. 10a und 10b zeigen Ergebnisse mit elektrisch leitenden Pipeltenspitzen als Elektroden (20). [m unteren Teil isi die 
Triggerspannung in diesem Fall 50 V im oberen Teil ist der Output eines Luminomcters (LKB 1250) zu sehen mil einem 
Output von ca. 1 V Fig. 12b zeigt die Abhangigkeit der Lichtemission von der Triggerspannung mit elektrisch leiifahi- 

50 gen Pipettenspitzen als Elektroden. 

;£ Bezugszeichenliste 

10 Formkorper 
55 20a , b Elektroden (Kathode 20a, Anode 20b) 
£ 30 Abstandshalter 

■ 34 Beschichtung mit Klettprotein z. B. Biotinyliertes Rinderserumalbumin 

35 Beschichtung mit Bindeprotein z. B. Streptavidin 

36 Beschichtung mil biologisch reaktiven Molekulen z. B. biotinylierte Oligonukleotide 
60 40 Offnung 

50 Phoiomultiplier 
60 (a,b) Permanent magnete 
65 Magnetpartikel 
70 Reaktionsraum a 
65 80 Elektrische Zulcitungen 
& 90 Schnappdeckel 

100 optisches Fensier 
110 Septum 
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120 Nadel zum Dure hst echo n 

130 Offnung zum Bcschickcn von Rcaktionsrauin 160 

140 OtTnung zur Abt'uhr aus den Reaktionsriiumen 

150 Transfcrkanal 

160 Rcaktionsrauin b 

170 Vakuumpumpe 

180 Stromvcrsorgung 

190 Pipettierroboter 

200 heiz- und kuhlbare Aufnahme fur erfindungsgem. Vorrichiungcn 
210 Heiz-/Kuhlelement 



Zusammenfassung dcr Abbildungcn 

Fig. 1 Einfache Vorrichlung zur Dure h full rung von IilekirochemiIumineszen/-Messungen (Beispiel 3) 
Fig. 2 Aufbau einer Beschichtung von erfindungsgem. Hlektroden (Bcispiel 2); 

Fig. 3 Ausfuhrungsfonn fur cine Vorrichlung fur die Llekirochemiluimnes/.en/-Messung als cinfaches SpritzguBtcil: 
Fig. 4 Sennit t durch Fig. 3; 

Fig. 5 Ausfuhrungsfonn fur cine Vorrichlung fur die Klekirochemilimiines/en/-Messung als cinfaches SpritzguBtcil 

im 96-wcll Mikrotitrationsplattenfonnat (Perspektivischc Sichl); 

Fig. 6 Ausfuhrungsfonn fur cine Vorrichlung fur die Hlektrocheniilumines/enz-iVlessung als cinfaches SprilzguBteil 

iin 96-well Mikrotitrationsplattcnfonnat (Aufsicht); 

Fig. 7 Ausfuhrungsfonn fur cine Vorrichlung fur die Konibination von Hlcktroelution und niektrochcmiluinineszenz- 

Mcssung als cinfaches SpritzguBteil: 

Fig. 8 Ausfuhrungsfonn fureine Vorrichlung fur die Konibination von Hlcktroelution und Elektrochemilumineszenz- 

Messung als cinfaches SpritzguBtcil als kontaminationsreduziertes "Closed Systeme": 

Fig. 9 System zur Nukleinsaureisolierung, Amplifizierung und Elektroeheniilumineszenzdetektion 

Fig. 10a und b Ergebnisse aus Beispiel 4; \ 

Fig. 11 Netzplan einer Steuerung fureine vollstandige Nukleinsaureanalyse mit Glasvliestechnologie 

Fig. 12 Netzplan einer Steuerung fur eine vollstandige Nukleinsaureanalyse mit magnetischen Glaspartikeln. 

Folgende Beispiele sollen die Ausfiihrungsformen der erfindungsgemaBen Verfahren wetter erlautem: 

Beispiel 1 

Messung der Leitfahigkeit von erfindungsgemaBen Elektroden 

Die elektrische Leitfahigkeit wurde am Beispiel von leitfahigen Pipcttenspitzen (Fa. Canberra Packard, Dreieich Nr. 
600 0604) oder an Rohlingen von SpritzguBmaterial aus PRE-ELEC TP 4474 (Premix Oy, Finnland) mit Hilfe eines Di- 
gital-Multimeters (DT-890, Fa. Volkncr Elektronik, Braunschweig. Nr. 063-823-314) gemessen. 

Ergebnis 



15 



10 





Anfangswiderstand 


Widerstand nach ca. 
1 min. Messzeit 


leitfahigen Pipettenspitzen 


ca. 18 Mft 


ca. 50 k£l 


Rohlingen 


20 MQ 


ca. 5 MQ 



50 



Beispiel 2 



Beschichtung von elektrisch leitfahigem Kunststoff 

2a Herstellung von biotinyliertem Rinder-Immunglobulin G (R-IgG) 55 

0.5 ml einer R-[gG-Losung f2mg R-IgG (Boehringer Mannheim Cat. No. 1293621 103 in I ml PBS (NaH2P04*l 
H20 2,76 g/1; Na2HP04*2 H20 3,56 g/1; NaCl 8 g/1; pH 7,25)] wcrden mit 6 ul D-Biotinoyl-aminocapronsaurc-N-hy- 
droxysuccinimid-ester-ldsung in PBS und DMSO (Ansatz laut Biotin Labeling Kit von Boehringer Mannheim Best. Nr. 
14 1 8 1 65) vermischt und 2,5 h bei Raumtcmperatur auf einem Magnetruhrcr geruhrt und anschlieBend uber Nacht stehen 60 
lassen. Das molare Verhaltnis von Biotin: R-IgG betragt 20 : 1 bei diesem Ansatz. 

2b Beschichtung von elektrisch leitfahigem Kunststoff mil biotinyliertem R-IgG 

Aus einem Rohling, hcrgcstellt im SpritzguB verfahren aus PRE-ELEC TP 4474 (Premix Oy, Finnland), wcrden Schei- 
ben von 4 mm Dutchmesser ausgeschnitten, in einen Napf einer unbeschichteten Mikrotitcrplaite gelegt und in einer 1.6- 
sung von 0. 2 ml BcschichrungsputVer (NaIIC03 4,2 g/l pH 9.6) dreimal gewaschen. Die Beschichtung erfolgt uber 
Nacht, indent 0,2 ml Beschichtungspuffer und 6 ul R-IgG-Biotin-Lbsung (2a) hin/ugefiigt werden. 
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AnschlieBcnd werden die Schcibcn 3 x mil jc 0.25 ml Milli-Q-Wasser gewaschen und dirckt fur die nachfolgcnde 
Austestung eingesctzt. 

Zur Konirolle wirdcin Ansatz mit R-rgG untcr idcniischcn Konzentraiionsbcdingungcn durchgefuhrt, jedoch ohne die 
Biotinylicrung 2a). 

2c Austesten der Bindcfahigkcit 



Zum Austesten der Bindefahigkeit werden die Scheiben aus 2b) mil 200 pi einer Si rept a vidin-Pcroxidase-Konjugal lo- 
sung (Boehringer Mannheim Catalog Nr.: 1089 153: 1 : 20 000 Verdunnung in PBS) gemischt und unter Schutteln 
to 45 min. inkubiert. AnschlieBcnd werden mittels Magnctseparator (Boehringer Mannheim Best. Nr. 1 641 794) die Schei- 
ben abgetrennt und der Uberstand verworfen. Dies wird wiederholt. AnschlieBcnd werden 200 ul ABTS - Losung (Bo- 
ehringer Mannheim Cat. Nr. 1 204 530 und 1 112 422) und 15 min. inkubiert. Die Scheiben werden entferm, die Losung 
in eine Mikrotitrationsplatte (Innova GmbH.) ubcrtuhri und bei 405 nm gcnicsscn. 

is Hrciebnis 



Scheiben mit R-IgG-Biotin 


453 mE 


Kontrolle mit R-IgG 


283 mE 



Beispiel 3 



25 Durchfuhrung einer Elektrochemilumineszenz-Messung 

In einer Vorrichtung nach Fig. 1 bei der der Plastikformkorpcr (10) eincm transparenten Polystyrolrdhrchen Q7 mm 
lang; 0 12 mm) und der Abstandshalter (30) einem Rohrchen aus Polypropylen (z. B. ein Filtertube aus "High Pure PCR 
Template Preparation Kit" der Fa. Boehringer Mannheim Best. Nr. 1 796 828, bei demdie Vliese em term wurden) ent- 

30 spricht wurden als Elektroden (20 a,b) verschiedene Materiatien verwendet. Zum einen wurden Elektroden aus Draht ei- 
ner Platin/Ruthenium-Legienmg (0 0,5 mm) verwendet, zum anderen Elektroden (ca. 3 mm x 50 mm), die aus leitfahi- 
gen Pipettenspitzen (Fa. Packard Best. Nr. 6000604) mit einem Messer geschnitten wurden. 

1 ml eines Tripropylamin-haltigen Puffers, wie Boehringer Mannheim ProCell Puffer fur die Eteesys®-Produktlinie 
(Best. Nr. 166 2988), wurden mit 5 pi einer gesattigten Losung von Tris-(2,2'-bipyridyl)-Ruthenium(II)-chlorid Hcxahy- 

35 drat (Sigma-Aldrich Nr. 93307 Fluka) versetzt und in (I) uberfiihrt. Die Vorrichtung wurde in den Probenraum eines LKB 
1250 Luminometer plaziert, wobei zwei elektrische Zufuhrungen in den Probenraum durch vorhandene Offnungen 
durchgezogen wurden. Das Gerat wurde weiterhin dahingehend modifiziert, da6 die letzte Verstarkerstufe (IC 7) uber- 
brtickt wurde, was zu kleineren MeBsignalen tuhrt. Die MeBsignale wurden mit einem Digital-Multimeter (DT-890, Fa. 
Volkner Elektronik, Braunschweig, Nr. 063-823-314) detcktiert. Als Spannungsquelle fur die Elektroden diente ein 

40 Elektrophoresetransfomiator ( Fa. Holzel, Dorfcn Nr. 0 628/1985). Das Luminometer wurde mit dem interncn Standard 
laut Manual geeicht. Die Reagenzmischung bei der Platinelektrode halte besondcrs stark aufgeschaumt. 



Ergcbnisse 





Trigger- 
spannung [V] 


Relative 

Lichtmenge 

fmV] 


Meftspannung bei 
internem Standard 
fmVl 


Platin-Elektroden 


ca. 10 V 


max. 1 200 


1 


Elektroden aus 
leitfahigem Kunststoff 


ca, 10 V 


max. 7 


6 



In einer Variante wurden als Spannungsquelle fur die Kunststoffelektroden der Elektrophoresetransfomiator (Fa. Hol- 
zel, Dorfen Nr. 0 628/ 1985) wie oben^und fur die Platinelektroden ein Nctzteil der Fa. Voltcraft (NG-500 Best. Nr.: 
B5 18034) mit einer Spannungsteilung und einem Vorwiderstand von 480 CI urn das Aufschaumen zu verhindern. Das 
60 Luminometer wurde mit dem intemen Standard laut Manual geeicht, die entsprechenden MeBwcrie sind jeweils angege- 
ben. 
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Ergebnissc 





Trigger- 
spannung [V] 


cti"Am fmAl 
oil u ill ^LUr^j 


Relative 

T > i oh tm en <tp 

[mVl 


iVTeBsnannunp bei 
internem Standard 
fmVl 


Platin-Elektroden 


3,25 


14 


max. 5 000 


1 


Elektroden a us 


25 


0,175 


max. 25 


6 


leitfahigem Kunststoff 


6,5 


0,007 


max. 7 


6 



In einer dritten Detekiionsvariante wurde das Luniinomcter dahingehend modifizierl, daB die lelzte Verstarkerstufc (IC 
7 ) iiberbruekt wurdc, was zu kleineren (ca. Faktor 10) MeBsignalen fuhrt. Die MeBsignale wurden mit einem uM-4-MeB- 15 
modul ( Analogwandler der Fa. BMC Systenie GMBH Bezug liber I : a. Conrad Elektronic Best. Nr.: 10 75 57-99) direkt in 
einern Computer aufgezeichnet, wobei die Triggerspannung und Lichtenrission in Form des Luminomeierausgangs 
iileich/eitig aufgezeichnet wurden. Als Spannungsquelle fur die KunststotVelektroden diente ein Elektrophoresetransfor- 
mator (Fa. Hol/eL Dorten Nr. 0 62S/ 1985) und fiir die Platinelektroden ein Netzteil der Fa. Voltcraft (NG-500 Best. Nr.: 
B5 18034) mit einer Spannungsieilung und einetn Vorwiderstand von 480 Q, urn das Aufschaumcn zu verhindem. Das :o 
Luminomeier wurdc mil demlnternen Standard laut Ma: . A geeieht. Bei Verwendung des Elektrophoresetransformators 
wurde uber eine Widerstandsspannungs lei lung cine Eingangsspannung 10 V fur den Analog wandler crzeugt. 

In Fig. 10a ist das Messignal des Luminometers und die Triggerspannung aufgetragen. In Fig. 10b die Abhangigkeit 
des Messignals von der Triggerspannung gezcigt, 

25 

Bei spiel 4a 

Durchfuhrung einer vollstandigen Nukleinsaureanalyse mit Probenvorbereitung, Amplifikation und Elektrochemilumi- 
neszenz-Messung mittels Glasvlies-technologie am Beispiel eines Nachweises von Hepatitis C Virus 

JO 

Grundlage ist eine Vorrichtung gem. Fig. 8 jedoch nur mit einem Pernianentmagneten (60b) in unmittelbarer Nahe des 
Photomultiplier (50) und das Ablaufschema fur die Steuerung Fig. 11. Uber der Offnung (140) befindet sich ein Glas- 
vlies, das aus dem QIAamp™ Blood Kit (Kat. Nr. 29104) der Fa. Qiagen (Hildcn) entnomnien wurde. Alle dazugehori- 
gen Reagcnzien fiir die Probenvorbereitung wurden aus diesem Kit wie folgt benutzt. 

Es wurden 200 pi Plasma laut beiliegender Arbeitsanweisung lysiert und an das Glasvlies gebunden. wobei alle Zen- 35 
trifugationsschrittc durch Absaugcn mit einer Membranpumpe der Fa, Eppendorf, 415 1 uber Offnung (140) crseizt wur- 
den.^Zur Elektroelution wurden 300 ul eines Elektrophoresepuffer nach Andrews A.T. (Electrophoresis, Clarendon 
Press, Oxford, 1986, S. 160) verwendet. Als Elektroden (20a, b) wurden Drahte mit 0,3 mm Durchmesser einer Platin- 
Ruthenium-Legierung verwendet und als Spannungsgeber der Elektrophoresespannungsgeber der Fa. Holzel, Dorfen. 

Fur die Amplifikation wurden alle Reagenzien des HCV-Amplicore^-Kits der Fa. Hoffmann La Roche (Art. Nr. 075 40 
3912, 075 3890, 075 3904) verwendet, Dieser benutzt einen biotinylierten Primer. Methodisch wurde der Ansatz be- 
schrieben von K.K.Y. Young et al. in Journal of Microbiology 1993 Scitc 882-886 entsprechend adaptiert. 

Danach werden 50 ul eines entsprechenden Amptifikationsmixes mit HCV-spezifischen Primern uber Offnung (130) 
zupipettiert, wobei eine cntsprechende 7fache Aufkonzcntriercung durch das Restvolumen von ca. 300 ul fiir die einzel- 
nen Konzentraiionen berucksichtigi wurde. AnschlieBend wurde das in der Arbeitsanleitung beschriebene Thennocyc- 45 
lerprotokoll fiir die kT-PCR angewendet. 

AnschlieBend wurde eine HCV spezifische Sonde (nt 251-275) nach K.K.Y. Young et al. (s. o.), die mit dem Ampli- 
likat hybridisieren konnen, uber Offnung (140) zupipettiert. wobei die Sonde mit einer Ruthenium zuvor markiert wurde. 
Fur das Aufschmelzen des Doppelstranges und der Hybridisierung mit den Sonden wird cine Erhitzung auf 45°C und 
eine Abkuhlung auf Raumtemperatur vorgenommcn. AnschlieBend werden 50 ul Streptavidin beschichtete Magnetpar- 50 
tikel zugegeben (Boehringcr Mannheim Best. Nr. 1 641 778) und bei 37°C 15 min. inkubiert. AnschlieBend wurde der 
Pennanentmagnet (60b) aktiviert und die gesamte Reaktionslosung uber Offnung (140) abgesaugt. Danach wurden 
300 ul eines Tripropylamin-haltiger Puffer (Boehringer Mannheim ProCcll Puffer fur die Elecsys®-Produktlinie Best. 
Nr. 166 2988) durch Offnung (130) zupipettiert und eine Triggerspannung von 3.5 V an die Elektroden (20 a oder b) an- 
gelcgt. Das emittiertc Licht wurde uber eine Photomultiplier wie in Beispiel 3 gemessen. 55 

Beispiel 4b 

Durchfuhrung einer vollstandigen Nukleinsaureanalyse mit Probenvorbereitung, Amplifikation und Elektrochemilumi- 

neszenz-Messung mittels magnetischen Glaspartikein am Beispiel eines Nachweis es von Hepatitis C Virus 60 

Grundlage ist eine Vorrichtung gem. Fig. 8 mit zwei Pcrmanentmagnete (60a. b) und das Ablaufschema fur die Steue- 
rung Fig. 12. 

Alle Reagenzien sind dem "High Pure PCR Template Preparation Kit" der Fa. Boehringer Mannheim (Best. Nr. 1 796 
82S) entnommcn. Die Giasmagnetpartikcl sind von Fa. Merck Darmstadt (Best. Nr. 1. 01 193.0001). Es wurden 200 ul 65 
Plasma laut beiliegender Arbeitsanweisung lysiert und an 50 ul Glasmagnetpartikelsuspension gcbunden. AnschlieBend 
wurde Magnet (60a) aktiviert und die Lysemischung durch Absaugen mit einer Membranpumpe der Fa. Eppendorf, 4151 
uber Offnung (140) entfernt. Die anschlieBenden Waschschritte wurden analog durchgeluhrt. 



7 



BNSOOCID: <DE_1 97251 90A1J_> 



DE 197 25 190 A 1 

Die anschlieBende Elektroeleution unci allc anderen Schritie dcr Weiterverarbeitung inklusivc Deteklion crtblgten wie 
in Beispiel 4a. 

Patentanspriichc 

5 

1 . Vorrichtung bestehend aus einem Formkorper mil oincm Reakiionsraum, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
sicns cine Elektrode bestehend aus Kunststoffen mil clcktrisch leitfahigcn Zuschlagstoflen in die Fornikorpcrwan- 
dung des Reaklionsraums integrieri ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB dcr Fonnkorpcr mindestens eine Offnung fur die 
io Reagenzbcschickung cnthalt. 

3. Vorrichtung nachAnspruch 1 , dadurch gekennzciclinct. daB dcr Fonnkorpcr und die Elektrode aus cinem Kunst- 
$ st off bestehen. dcr therm iseh ver form bar ist. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Elektrode einen Widerstand von kleiner 100 MQ 
besitzt. 

| 15 5. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gckcnn/.eichnct. daB als /uschlagstotV Grafit, Eiscn. Siibcr oder andere 

^ Met a lie verwendbar sind. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzciclinct. daB sic eine Beschichtung tragen. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6. dadurch gekennzciclinct. daB die Beschichtung aus niehrercn Lagen besteht. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 6 und 7, dadurch gekennzciclinct, daB eine Lage dcr Beschichtung aus cinem biolo- 
20 gisehen Polymer besteht. 

y. "-rrichtung nach Anspruch 8. dadurch gekennzciclinct. daB das biologischc Polymer ein bindefahiges Protci". 
ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB das bindefahige Protein ein Antikorper, ein Anti- 
gen oder eine Komponentc eines anderen Ligand-Rezeptor-Paares ist. 
25 ] i . Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzciclinct, daB das biologische Polymer eine Nukleinsaure binden 

kann. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das biologische Polymer ein Oligonukieqtid ist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet, daB das biologische Polymer ein PNA-Konstrukt ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine Schicht aus chemisch reaktiven Linkermole- 
jo kiilen besteht. 

l< 15. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Elektroden sich gegeniiberstehen. 

1 16. Ein ReaktionsgefaB nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Vorrichtungen mir einer auBcren 

^ Stromquelle verbunden sind. 

17. Ein Verbund von ReaktionsgefaBen nach Anspruch 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Vorrichtung 
35 der EinzelgetaBe untereinander elektrisch leitend und an zwei Stellen mit einer auBeren Stromquelle verbunden 

sind. 

18. Ein Verbund von ReaktionsgefaBen nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB eine geometrische Anord- 
nung der ReaktionsgefaBe im 96-Napf-Mikrotitrationsplattenfonnat vorliegt. 

19. Vorrichtung bestehend aus einetn ReaktionsgefaB nach Anspruch 1 bis 18. dadurch gekennzeichnet, daB die 
40 Vorrichtungen sich inncrhalb eines an- und abschaltbaren Mag ne He Ides berinden. 

20. Vorrichtung bestehend aus einem ReaktionsgefaB nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das Innere 
des RcaktionsgefaBes im Einzugsbereich einer Detektionseinheit liegt. 

21 . Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektionseinheit ein Photomultiplier ist. 

22. Verwendung von Vorrichtungen gemaB Anspruch I bis 21 bei Hybridisierungen von Nukleinsauren oder Nu- 
45 kleinsaureanaloga. 

23. Verwendung von Vorrichtungen gemaB Anspruch 1 bis 21 bei Hybridisierungen von Nukleinsauren oder Nu- 
klcinsiiureanaloga unter elektrostringenden Bedingungen. 

24. Verwendung von Vorrichtung gemaB Anspruch 1 bis 23 zum einmaligen Gebrauch. 

25. Verfahren zur Analyse von Nukleinsauren bestehend aus 
50 Probenvorbereitung mittels Elektroelution 

Amplifikation 

^ Detektion mittels Elektrochemilumineszenz, 

dadurch gckennzcich...., daB sie in einer Vorrichtung durchgefuhrt wird, die integrierte, elektrisch leitfahige und 

gegen einander isolierte Elektroden beinhaltet, 
55 26. Verfahren gemaB Anspruch 25 dadurch gekennzeichnet, daB sie in einem System bestehend aus 

£ Pipcttierroboter 

heiz-/kuhlbare Aufnahme (200) fur die erfindungsgem. Vorrichtung Photomultiplier 

mindestens einem beweglichen Dauermagneten 

Stroinversorgungseinheit 
60 Pumpe zum Absaugen 

mit Hilfe einer computergestutzten Steuerung automatisch durchgefiihn wird. 



Hierzu 12 Seite(n) Zcichnungen 
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Fig. 10 a 



Lichtemission 
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Triggerspannung [V] 
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Fig. 10 b 
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